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論文内容の要旨
1．はじめに
我々は多くの合成化学物質を合目的に創り、10万種以上の物質が日常生活で
汎用されている。便利で快適な現代生活を享受している一方で、化学物質によ
る生体影響が危惧されている。1996年、Colbornらは、新たなヒト健康影響の
リスク評価概念として、環境に放出された化学物質の中には、内分泌系をかく
乱し、様々な影響を及ぼすと提唱した1）。すなわち、発癌性等の毒性試験だけ
では、その危険性を予知できないと考えられ、精度の高いリスク評価が要求さ
れている。
中でも、多くの研究成果に基づいて、高分子素材に由来するフェノール性化
学物質は、日常生活用品に汎用される上、内分泌かく乱化学物質として疑われ
ている。特に「優先してリスク評価に取り組む物質のリスト（環境省）」2）で挙
げられているビスフェノールA（BPA）及びノニルフェノール（NP）は、エス
トロゲン活性作用を示す等の報告があり、早急にリスク評価を実施しなければ
ならない化学物質である。しかし、そのヒト暴露量の評価は、様々な暴露媒体
が存在すること、測定環境下からの汚染が危惧されること等により困難を極め
ている。
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　本研究では、BPA及びNPについて、高精度な微量分析法を開発し、暴露量
の評価を検討した。
2．実験方法
2．1．試薬
　本実験に用いたBPA、　NP及び各種安定同位体標準品は、環境分析用グレード
を用いた。また、移動相にはHPLC又はLC－MS用高純度アセトニトリルを利用
し、試料の前処理及びガラス器具等の洗浄には、残留農薬分析用メタノール等
を使用した。
2．2．機器分析装置
　BPA及びNPの生体試料及び食品等の微量分析には、液体クロマトグラフ／電
気化学検出計（LC－ED　I　Cou1　Array　6210）及び液体クロマトグラフ／質量分析計
（LC－MS：Agilent　llOO　MSD－SL　system等）を用いた。
2．3．暴露媒体の分析
　空気、水、食事媒体における化学物質濃度を算定して、間接的な暴露量の評
価を検討した。更に、高濃度レベルの暴露として、食品用容器・包装資材（食
品用缶コーティング材及びラップフィルム）についても分析法を開発し、リス
ク評価を実施した。
2．4．生体試料の分析
　BPAの生体試料の分析には、血清、血漿、精漿及び尿を用い、NPでは血清及
び尿について測定した。また、尿中BPA及びNPの測定に関しては、それらの
抱合体についても検討した。これらの検体は、分析に供するまで一80°Cにおい
て保存した。
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3．結果及び考察
3．1．分析手法の開発
　BPA、NP共に特異的検出手法であるLC－EDを用いた結果、検出限界値（S／N＝3）
は、0．5pg及び50　pgであった。しかし、LC－EDを生体試料等の分析に展開し
た場合、爽雑物質により分析精度に影響を及ぼす上、保持時間のみで定性分析
を実施するのでは信頼性の高い分析結果が得られない。そこで、生体試料及び
室内空気にLC－MSの応用を試み、エレクトロスプレーイオン化法を検討した結
果、ネガティブモードにおいて脱プロトンイオンを検出した。BPA及びNPを
シングルイオンにより測定した際の検出限界値は、05pg及び10pgであった。
また、重水素及びBC安定同位体による内標準法を利用することで測定精度が
著しく向上した。更なる高感度な生体試料の分析には、前処理としてのクリー
ンナップ及び濃縮が必要とされた。そこで、BPAの前処理には、利便性、経済
性等を考慮して逆相分配や分子サイズを分離モードとする固相抽出法を検討し
た結果、添加回収率は、70％以上であった。尿中NPの分析では、実験室内空気
等のコンタミネーションが危惧されたため、カラムスイッチングを駆使したオ
ンライン抽出法を構築することで汚染を低減させた分析手法を開発した。その
結果、添加回収率は85％以上であった。
3．2．暴露量の算出と問題点
　空気経由の暴露については、一般人が過ごす生活環境に着目し、アクティブ
サンプリング法による室内空気の採取（7L／min、24時間）を検討した。室内
空気を採取後、LC－MSにより測定した結果、　BPA及びNPは、平均0．7　ng／m3
及び97．6ng／m3であった。一方、　LC－EDを用いて飲料水中のBPA及びNP濃度
を測定した結果、0．08ng／mL及び0．04　ng／mLが検出された。食事における暴露
量の推定値は、報告されている平均BPA摂取量0．55μg／day（陰膳方式）2）及び
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平均NP摂取量7．5μg／day（トータルダイエット方式）3）を用い、各媒体から一
口平均暴露量を体重50kgとして算出した結果、約14　ng／kg／day（BPA）及び
180ng／kg／day（NP）となった。
　以上のようにして、算出した一日平均暴露量は、日常生活で汎用される高分
子製食品用器具容器・包装資材等からの暴露が反映されていない。そこで、缶
コーティングやラップフィルムによる食事摂取を考慮した結果、いずれも上記
の一口平均暴露量に比較して10～100倍の高い値となった。
3．3．生体試料の分析による暴露量評価
　BPA及びNPについては、様々な暴露経路が存在するため、従来の間接的な
手法では、過少評価してしまう可能性が考えられる。そこで、ヒト生体試料の
分析を応用した直接的な暴露量の評価を試みた。
　ヒトに対してBPA及びNPを経口投与した際、体内動態として第II相反応が
主に進行し、24時間以内に80％以上が尿に排泄されることから、測定対象を尿
及び血液とした4う5）。更にBPAにおいては、精子減少等の男性生殖系への影響
も懸念されることから、精漿も測定対象とした。LC－MSによるヒト生体中の
BPAを分析した結果、いずれの血液、尿、精漿からも検出されなかったが、尿
試料では、抱合体を一部の健常人から0□～0．5ng／mLの範囲で測定された。健
常人の一日尿量を1．5Lとした場合、　BPA暫定暴露量は3～15ng／kg／dayと推測
された。
　NPに関しては、健常人の尿試料を分析した結果、殆どが定量限界（0．3　ng／mL）
以下であったが、抱合体として1．Ong／mLが検出された。この数値を用いて、
NP暫定暴露量を算出した結果、約30ng／kg／dayとなった。更にボランティア3
名にラップフィルムを用いた食事後、尿を分析した結果、15．9～llO．9ng／mLの
NP抱合体が検出され、暫定暴露量は約500～3，000　ng／kg／dayとなった。これら
の結果から、様々な媒体が存在したとしても当該化学物質の生体濃度レベルを
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把握すれば、正確な暫定暴露量を算出できると考えられる。
　本研究で構築された分析法及び得られた知見は、疾病との因果関係の究明を
目的とした疫学調査や毒性試験との学際的且つ総括的な研究の一助となり、化
学物質に対するヒトのリスク評価を実施する上で大きく寄与するものと期待で
きる。
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論文審査の結果の要旨
　1996年，新たなヒト健康影響のリスク評価概念として，環境中に放出された
化学物質の中には，内分泌系を撹乱し，様々な生体影響を及ぼす可能性が指摘
された。その後，これらの化学物質は，Endocrine　Disrupting　Chemicals（EDCs
　内分泌撹乱化学物質）として注目されるようになり，関連の研究は環境化学
分野に留まらず，毒性学，生化学，臨床化学，予防医学領域で展開されている。
中でも，合成高分子素材に由来する化学物質は，日常生活用品に汎用される上，
内分泌撹乱作用を有する可能性が指摘され，生体影響が懸念されている。
　合成高分子素材由来の化学物質は，直接的な暴露による生体影響も懸念され，
リスク評価の必要性が挙げられており，その暴露量評価が要求されている。ま
た，「優先してリスク評価に取り組む物質のリスト：環境省」や「内分泌かく乱
化学物質の健康影響に関する検討会：厚生労働省」でリスク評価が注目されて
いる物質である。
　一般に環境汚染化学物質のリスク評価は，安全性及び暴露評価から判定され
る。しかし，EDCsに関しては，安全性評価（毒性試験）において，低用量問題
や多世代影響など多くの問題を抱え，具体的な結論等はされていない。従って
EDCsの生体影響の解析については，当該化学物質のリスク評価が究極の課題で
あり，医学，薬学のみならず，疫学，公衆衛生学，衛生工学等の専門家が学際
的に取り組む必要がある。特に，ヒトがどの程度，EDCsに暴露されているかを
評価し，その値を参考に安全性試験を実施する必要性が望まれている。このた
めには，早急にヒト暴露量を算出する必要があり，生体試料中のEDCsを測定す
ることが大きな課題となっている。
　本研究においては，暴露量の多さから注目されているフェノール性エストロ
ゲン活性化学物質の中から，特にビスフェノールA（BPA）及びノニルフェノール
（NP）に注目し，高感度且つ高精度な分析法を開発し，ヒト暴露量評価に応用し
た。
　当該化学物質は，従来ppmオーダーの分析法が一般的であり，ヒト生体試料
などを対象としたppb以下の低濃度試料の測定については分析法が報告されてい
なかった。
本研究では，液体クロマトグラフィー／電気化学検出法（LC－ED）や液体クロマ
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トグラフィー／質量分析法（LC－MS）を用いた高感度な分析法を開発し，　ppbレベ
ルの超微量分析法を構築した。又，測定対象化学物質がいずれも試料採取・保
存を含めた測定環境から汚染されることを確認し，その改善策を種々検討した
結果，信頼性ある精度の高い分析法の開発に成功している。
　更に，構築した本分析法を用いて，BPA及びNPのヒト暴露量評価を検討して
いる。一般に環境汚染化学物質のヒト暴露量を算出する場合，2つの暴露評価手
法が採用されている。一つは，摂取媒体における当該化学物質の存在量を求め，
暴露量を算出する手法である。もう一つのアプローチは，ヒト生体試料を分析
して暴露量を推測するものである。構築した分析法を利用して，摂取媒体（水，
空気）からの暴露量を算出した結果，BPAの暴露量は，約14ng僻／day，　NPは
180ng旭／dayという推定値が得られた。この値の妥当性を種・々評価した結果，特
に，暴露媒体から当該化学物質を高濃度摂取した場合，ヒト暴露量を過小評価
するリスクを明らかにした。
　そこで，学位論文ではヒト生体試料中のBPA及びNPに関するバイオマーカー
（代謝物）にターゲットを絞り，ヒト暴露量評価への応用を検討している。その
結果，当該化学物質の生体試料中の濃度を把握することは，ヒト暴露量評価の
バイオマーカーとして有用であることを明らかにした。
　本研究で開発された分析法及び得られた知見は，生活環境汚染化学物質と疾
病との因果関係の究明を目的とした疫学調査との学際的な研究として展開する
ことにより，高分子素材由来フェノール性化学物質（BPA及びNP）の暴露に伴
う代謝機能等の影響を解明し，リスク評価を実施する上で大きく寄与するもの
と期待される。
　従って，本論文は，博士（薬学）を授与するに十分値するものと判定した。
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